AS IMPRESSOES DIGITAIS DO DNA
(DNA FINGERPRINTYS)

GENOMA HUMANO - ESTRUTURA

Genoma mitocondrial

16,6 kb
37 genes
Dois genes 22 genes 13 genes CDdlfICadQI’GS
de 1RNA de tRNA de polipeptideos
Unicasou 5 orpa

moderadamente

GENOMA NUCLEAR

GENOMA NUCLEAR
3.300 Mb
~30.000 genes
20-30% 70-80%
Genes e seqliencias DNA extragénico
correlatas
<10% >90% 70-80% 20-30%
[ DNA codificante | [DNA nao codificante| Copia unica ou poucas Moderada e altamente
copias repetitivo
[ I 1
[Pseudogenes | [Fragmentos génicos| [ Introns, seqiiéncias "
néo tr etc. ‘AOA’ 60%
[Ropetiors mporee | [t |
I
SINES LINES DNA satélite
DNA minissatélite
DNA microssatelite
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MICROSSATELITES

U Seqiiéncias hipervariaveis (também chamadas polimérficas)
repetitivas de 1 a 4 pb com distribui¢do ao longo do genoma.

U O polimorfismo destas seqiiéncias € resultado de diferentes
rearranjos envolvendo segmentos de DNA de tamanhos diferentes.

U Heranga Mendeliana (os filhos sempre recebem metade dos alelos
de origem materna e metade de origem paterna).

U Exemplos de seqiiéncias de microssatélites:

* Repeti¢éo de 1 base:
GTAAAAAAAAAAAAAAAGGAT

* Repeticéo de 2 bases:
GTCACACACACACACACAGGAT (dinucleotideo)

* Repeti¢éo de 3 bases:
GTCACCACCACCACCACCACGGAT (trinucleotideo)

* Repeticéo de 4 bases:
GTCAGACAGACAGACAGAGGAT (tetranucleotideo)

U Polimorfismo sdo devido a diferengas no nimero de repeticoes.
U S&o também conhecidos como “short tandem repeat” (STR).

IMPRESSOES DIGITAIS DO DNA (DNA FINGERPRINTS)
- O QUE SIGNIFICA? —

U Com base no estudo de uma bateria de 12-20 microssatélites, é
possivel obter perfis genéticos praticamente individuo-especificos,
muito Uteis na investigagdo de paternidade, identificagdo de vitimas e
Criminosos.

- TECNICAS -

U RFLP (Restriction Fragment Lenght Polymorphism).
U PCR (Polymerase Chain Reaction).
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RFLP
UPolimorfismo de Comprimento de Fragmento de Restrigdo:
1) Coleta de amostras bioldgicas que podem
ser saliva, sangue, esperma e cabelo, entre &
outros. ;

2) Extracao e purificacéo do DNA.

3) Corte com enzimas de restricdo (tesouras moleculares que
reconhecem e cortam sequiéncias especificas do DNA).

Enzi Sequencia de
NAME - eorte no ONA
¢} GJ{EC
BAM JHI CETAG G
G ANTTC
EcoRl crrAsc
N AAGCTT
Hird 111 TTCGA A 1

1‘: pontos de corte

4) Eletroforese: onde, através de uma corrente elétrica, sado
separados os fragmentos de DNA por tamanho.

A partir dai, é formada uma espécie de cédigo de barras que é a
identificacdo individual e intransferivel de cada individuo.
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Eletroforese em gel de agarose
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VISUALIZACAO DO DNA
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6) Uso de sondas: pequenos segmentos de DNA radioativados,
cuja seqiiéncia de bases é conhecida. Acoplam-se as sequéncias
de DNA das quais sdo complementares, ligando-se as mesmas.
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8§ SONDAS : SLP (single-locus probe) e MLP (multi-locus-probe).

/ SLP: detecta um Unico segmento de DNA repetitivo em um
Unico cromossomo. Seu uso resulta em um padréo que contém no
méaximo duas bandas: uma para cada segmento de DNA
reconhecido em cada membro do par de cromossomos
homélogos. Para a obtencéo de padrdes mais caracteristicos de
cada pessoa, sdo necessarias varias sondas. Devido a sua
sensibilidade, sdo empregadas nas investigag@es criminais.

/ MLP: detecta varios segmentos de DNA repetitivo localizados
em muitos cromossomos. O padrdo obtido consiste em
aproximadamente 20 a 30 bandas. Por isso, a probabilidade de
duas pessoas tomadas ao acaso apresentarem todas as bandas
exatamente com a mesma posicdo é extremamente baixa (1:10
trilhdes).
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URESULTADO DO TESTE § 3- Paternidade:
8§ 1- Analise forense: assassinato =

§2- Analise forense: estupro

Suspeito  Suspeito Mancha Vitima
1 de sémen

O Ana Luisa Miranda Vilela www.bioloja.com 7

Seqiiéncias maternas repetitivas

Seqiiéncias paternas repetitivas
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A simulacdo acima demonstra que,

biologicamente, ha apenas um filho e
uma filha do casal.

Fai 1 Pai 3 Fai 3 Filho Llde

No caso acima, a méae nédo sabe quem é
o0 pai bioldgico.
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PCR

UReacdo em Cadeia da Polimerase: permite que um fragmento
especifico da molécula de DNA seja amplificado milhares de vezes em
apenas algumas horas.

Regido de interesse no
DNA

1. DNA e desnarurado. s primers se
ligam & cada fita. Uma nova fita de
DA € sintetizacda,

prirmer

9 Y

2 3. 4.

Outro ciclo: DNA & Qutro ciclo: DA & Cutro ciclo: DNA &
desnaturado, 0s desnaturado, os desnaturado, o5
primers se ligam, e o primers se ligam, & o primers se lgam, e 0
nimero de fitas de nimero de fitas de nimero de fitas de
DA dobra. DA dobra DA dobra

5.

Ciclos continuos de amplificag8o produz
rapidamente um grande numero de tragmentos M
identicos. Cada fragmento cortém a regifio de interesse

UA partir da PCR é possivel obter-se copias de uma parte do material
genético em quantidade suficiente que permita detectar e analisar a
sequéncia que é alvo do estudo.

UDurante o processo, o DNA original é copiado por uma enzima, a
DNA-polimerase, que duplica uma pequena parte da molécula de DNA.
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UParte a ser duplicada é selecionada por dois iniciadores (primers) /&
oligonucleotideos sintéticos de RNA, complementares ao DNA fita-
molde /£ combinam-se exatamente com cada regido terminal da parte
a ser copiada.

UMaquina de PCR (termociclador) /£ ¢ basicamente um forno
controlado por computador, onde um programa controla o tempo e a
temperatura.

VANTAGENS:

UPermite a amplificacdo de qualquer seqiiéncia de DNA coletada de
amostras de materiais biolégicos como sangue, urina, outros fluidos
corporais, cabelo e fragmentos teciduais.

UAmostras de microorganismos, células vegetais ou animais mesmo
gue com milhares de anos, também podem ser detectadas pela PCR.

ETAPAS:

1- Extracdo do DNA da amostra que se pretende estudar.

2- Purificag&@o do DNA.

3- Preparagéo de uma mistura chamada Master Mix, que contera todas
as substancias necessérias a sintese de novas cépias de DNA.

4- Incubac@o em um termociclador, que é o aparelho responsavel pela
execucdo de todos os ciclos da reacdo, aquecendo e resfriando os
tubos.

5- Eletroforese em gel de poliacrilamida dos produtos da PCR.
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6- Revelacao e fixacdo do gel.

500 ‘—

¥b

Giel dp Paliacrilamida 8,0%, de 20 rentimerras, raradn Dot sais de prata.
Produtos da PCR, realizada a partir de amostras extraidas pelo Kit
GenumicProp TM Bloud DNA Isulativn Kit.

TERMOCICLADOR (ETAPAS):

UReacgdo se processa em ciclos de diferentes temperaturas /£ ~30
ciclos / sintese exponencial de moléculas de DNA.

UEtapas de cada ciclo:

1- Desnaturacéo (94-95°C por 5 minutos) A& separa¢édo do DNA-
molde dupla fita em duas fitas simples de DNA.

2- Pareamento ("Annealing“ ou anelamento) (55-60°C) A
iniciadores ligam-se ao DNA fita simples. O tempo necessario
para o anelamento é de 30-45 segundos.

3- Extensdo (72°C) A DNA-polimerase termoestavel (tag-
polimerase extraida da bactéria Thermus aquaticus) adiciona
nucleotideos 4 polimerizagdo /A cada uma das novas fitas
extendidas a partir dos iniciadores serve de molde para a sintese
de novas fitas.

isSegmento a ser copiado
IIniciador

Iniciudgrj|

1° ciclol
1

2°ciclo|
(L |
3°ciclo| |
10
4“cic|o| | | I ° g
Tl |5 ciclo
I I I I I I I I
11 1thihni

www.bioloja.com 1u
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UcCada ciclo dobra o nimero de cépias do DNA dupla fita.

DNA

Ciclos 1 2 3 4 5 6
U Numero de ciclos adequado: 30 (até o 3° ciclo ndo ha produtos;
nimero de ciclos maior do que 35 tem pouco efeito positivo /&
mutagdes).
URESULTADO DO TESTE

§ 1- Analise forense: estupro

— Mary Higgins foi violentada no Central Park em Nova York. Trés
suspeitos foram presos. O DNA revelou o verdadeiro agressor.

Buspeito 1 Suspeito 2 Suspeito 3 Evidéncial  Ewidéncia 2
As evidéncias
(sangue do
agressor e um fio
de cabelo) foram
usadas no teste
para achar o
culpado. O
individuo 2 foi
— — — — condenado.
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§ 2- Analise forense: um crime (quase) perfeito.

— Uma esposa desaparecida. Um marido desesperado. :'
Ingredientes de uma trama quase perfeita para eliminar
uma pessoa. Phillipe Landmeier tinha planejado tudo. Sé

ndo contava que oito anos depois o seu crime viria a tona

Fitho 1 Filho 2 Filho 3 Ewvidéncia | Cabelo Pai

§ 3- Analise forense: o assassinato de JonBennet
crime sem solugéo?

Pai TEe JonBermet Evidéncial Ewidéncia2

Phillipe
aguarda a
execucao
desde 1995.

Ramsey: um

A morte da
inocéncia.

Tristeza ou remorso?

O Ana Luisa Miranda Vilela www.bioloja.com
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8 4- Analise forense: o assassino de Rodman Dam, 1987.

— 1987: casal de noivos — Matthew Brock e Kelly Lynn Perry (também
estuprada) - é achado baleado na cabeca (bala de rifle calibre 30) em
Rodman Dam, area de recreacéo na Flérida.

— Principais suspeitos: os adolescentes Randall Scott Jones e Chris
Reesh.
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